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(57) Abstract 

The invention relates to a multimer form of IL-16 which optionally contains metal ions in defined quantities and is more active than 
known IL-16. 

(57) Zusanunenfassung 

Eine multimere Fomi von IL-16. die gegcbenenfalls Metallionen in definierter Menge cnthalt, ist aktiver als bekanntes IL-16. 
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Multimere Formen von Verfahren zu ihrer Herstellung und Verwendung 

Gcgenstand der Erfindung sind multimere Formen von Polypeptiden mit EL- 1 6-Aktivitat, Ver- 
fahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung. 

IL-16 (InterIeuIdn-16) ist ein Lymphokin^ welches auch als "lymphocyte chemoattracting 
factor" (LCF) oder ''immunodeficiency virus suppressing lymphokine" (ISL) bezeichnet wird. 
ISL und seine Eigenschaften sind in der WO 94/28134, der WO 96/31607 sowie von 
Cniikshank, W W., et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 91 (1994) 5109-5113 und von Baier, 
M., et al.. Nature 378 (1995) 563 beschrieben. Dort ist auch die rekombinante Herstellung 
von IL-16 beschrieben. Danach ist monomeres LL-16 ein Protein mit einer molekularen Masse 
von 13,385 D. Von Cruikshaink wurde ebenfiJls gefiinden, daO ISL in einer Moiekularsieb- 
chromatographie als multimere Form mit einem Molekulargewicht von 50-60 bzw, 55-60 kD 
eluiert. Dieser multimere Form wird die ''chemoattractant activity" zugeschrieben. Von Baier 
wird eine homodimere Form von IL-16 mit einem Molekulargewicht von 28 kD beschrieben. 
Die von Cniikshank et al. in J. Immunol. 146 (1991) 2928-2934 beschriebene 
"chemoattractant activity" und die von Baier beschriebene Aktivitat von rekombinantem 
humanem IL-16 sind jedoch sehr gering. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es, die Aktivitat von IL-16 zu verbessem und IL-16- 
Formen reproduzterbar bereitzustellen, die vorteilhaft fiir eine therapeutische Anwendung 
geeignet sind. 

Die Aiifgaibe d^r Eifindung wird^^g^^^ diirch pine biologisch aktiye multime^^ Form von 
IL-16-UntereiiAeiten mit einem Mplpjai^lsu'gewi^ von nndndestens ca. 70 kD (gemessen mit 
Gelfiltrations-HPLC) und/oder mit einem definierten MetalHonenanteil. 

Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, daB eine multimere Form yon IL-16-Untereinheiten, 
welche mehr als vier Untereinheiten enthalt, wesentlich mehr IL-16- Aktivitat zeigt als mono- 
mere, dimere oder tetramere Formen. Diese Multimeren unterscheiden sich in ihrem Moleku- 
largewicht deutlich von den von Baier et al. und Cniikshank et al. beschriebenen Formen von 

IL-16. . ^ . • . • . . ...v; V : ..... .... ....... 
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a) von einer DNA-Sequenz gemafi SEQ ID N0:1 oder einer komplementaren 
Sequenz codiert wird, 

b) codiert wird von DNA-Sequenzen, welche mit SEQ ID NO: 1 unter stringenten 
Bedingungen hybridisieren. 

Vorzugsweise zeigt das Polypeptid in dem in der intemationalen Anmeldung WO 96/31607 
beschriebenen Testverfahren die dort genannte Wirkung oder stimuliert die Zellteilung gemaB 
WO 94/28134. 

Eine IL-16-Untereinheit kann sich in ihrer Sequenz von den von solchen DNA-Sequenzen 
codierten Proteinsequenzen in gewissem Umfang unterscheiden. Solche Sequenzvariationen 
konnen Aminosaureaustausche^ -deletionen oder -additiorien sein. Vorzugsweise ist die 
Aminosauresequenz der IL-16-Untereinheit jedoch zu wenigstens 75%, besonders bevorzugt 
M >yemgstens 90% idehtisch m it S iEQ ID Nb:l und dem darin enthaltenen aktiven Bereich 
von IL-16. Der aktive Bereich von SEQ ID NO:l ist der kurzeste Bereich der Sequenz, der 
noch IL-16-Aktivitat zeigt. Dieser Bereich ist gegenuber SEQ ID NO:l N-terminal und/oder 
C-terminal verkiirzt. Das Molekulargewicht einer Untereinheit betragt vorzugsweise ca. 
1305kD. 

Der Ausdruck •'unter stringenten Bedingungen hybridisieren** bedeutet, daB zwei Nuklein- 
saurefragmente unter standardisierten Hybridisiening^bedingungen miteiiiknder hybridisieren, 
wie beispielsweise beschriebeh in Sambrook et al., **Expression of cloned genes in E. coli" in 
Molecular Cloning: A laboratory manual (19i59), Cold Spring Harbor Laboratory Press, New 
York, USA. Solche Bedingungen sind beispielsweise Hybridisierung in 6,0 x SSC bei etwa 
45°C, gefolgt durch einen' Waschschritt bei 2 X SSC b6i SO'^C. Zur Auswahl der Stringenz 
kann die Salzkonzentration im Waschschritt beispielsweise zwischen 2,0 x SSC bei SO^'C fur 
geringe Stringenz und 0,2 x SSC bei 50° fur hoh6 Stringenz geWahlt werden. Zusatzlich kann 
die Temperalur des iiii Waschschritt zwisi:heh RaumtemperaiUjr; <ia. 22**C, fur geringe Strin- 
genz und 65**C bei hoher Stririjgeiiz variiert werdeh. 

Als Metallibilc^n irn Sihne der Eifihdu Vieliahi von MetalHonen geeignet. Wie sich 

gezeigt hat, sind sowohl Erdalkalimetalle als auch Elemente der Nebengruppen geeignet. 
Besonders geeignet sind Erdalkalinietallc, Kobalt, Zink, Selen, Mang;an, Nickel, Kupfer, Eisen, 
Majgnesium, Calcium, Molybdaii urid Silber. Die Ibrien konh^h ein-, zwei-, drei- oder vierwer- 
tig sein. Besiohders bevorzujgt Werden zweiwbrtig^^ Die 
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lonen werden vorzugsweise als LSsungen zugesetzt von MgCl2, CaCl2, MnCl2, BaCl2, 
LiCl2, Sr(N03)2, Na2Mo04. AgCl2. Cu(II)-Acetat, 

IL-16 wird vorzugsweise rekombinant in prokaryontischen oder eukaryontischen Wirtszellen 
hergestellt. Derartige Herstellverfahren sind beispielsweise beschrieben in WO 94/28134 und 
WO 96/3 1607, die auch hierfiir Gegenstand der Offenbarung der vorliegenden Erfindung sind. 
Um allerdings die erfindungsgemaBen Formen von IL-16 durch rekombinante Herstellung 
definiert und reproduzierbar zu erhalten, mussen uber die dem Fachmann geiaufigen Verfahren 
zur rekombinanten Herstellung zusatzliche MaBnahmen ergriffen werden. 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein Verfahren zur Herstellung einer biologisch aktiven 
multimeren Form von IL-16 durch Expression einer EL- 16 codierenden Nukleinsaure in einer 
prokaryontischen oder eukaryontischen Wirtszelle und Isolierung der genannten multimeren 
Form, dadurch geki^nnzeichnet^ daO bei der Herstellung oder Reinigung niindestens 0,25 
Metallionen, vorzugsweise mindestens 0,5 Metallionen pro IL-16-Untereinheit zugegen sind 
und die definierte Oltgomerisierung von IL-16 katalysieren. Bei dem Herstellverfahren kann 
auch ein Gemisch von mehreren multimeren IL-16-Formen entstehen. Dieses Gemisch kann 
entweder in seine Einzelbestandteile getrennt oder als Gemisch, vorzugsweise nach Aufreini- 
gung, zum Beispiel therapeutisch verwendet werden Durch das erfindungsgemafle Verfahren 
ist es uberraschenderweise moglich. Polypeptide mit IL-16-Aktivitat definiert und reprodu- 
zierbar zu multimerisieren. Dabei wird IL-16 je nach Reaktionsbedingungen (2.B. Temperatur, 
pH-Wert, etc.) in definiertem Oligomerisierungsgrad erhalten. 

Die Zugabe der Metallionen kann wahrend der Fermentation oder wahrend der Reinigung 
erfplgqn. Es hat sicjh gezeigt, dafl erfindungsgemaBe IL-16-Formeii erhalten werden, wenn bei 
der Fermentation pro Gramm entstehendeni, rekombinanten IL-16 etwa 0,1 nmol/1 bis 
, IQ mpql^^ Metallionen z^ Dabei ist die Qbisrgrenze der Metallionenkonzentration 

an sich unlqritisch und hangjt lediglich von der Vertraglichkeit der Mikroorganismen oder 
Zellinien fiir diese Metallionen sowie von der Loslichkeit der verwendeten Metallverbindung 
oder Salzes ab. Vorzugsweise wird eine Metallionenkonzentration von 0,5 ^mol/1 bis 
16 mmoI/1 verwendpt. Eine Erhohung. der Ausbeute an aktiveii Metallbproteinen durch den 
Zusatz yon Metallionen zum Fermentationsmedium ist z.B. von Hoffhiari et al. in Protein 
Expression & Purific. 6 (1995) 646-654 beschrieben. 

Der Zusatz der Metallionen oder Metallverbindungen, aus denien Metallionen ablosbar sind, 
erfolgt yopojgsweise im Verlauf dps Aufschlusses des Fermentationsansatzes, bei der Reini- 



wo 97/23615 




PCT/EP96/0566I 



-6- 



gung Oder auf der Stufe des gereinigten IL-I6. ZweckmaBig werden die Metallionen vor oder 
bei einer Dialyse oder einem Chromatographie-Schritt in einem Auftrags- oder Elutionspuffer 
venvendet. 

Bei der rekombinanten Herstellung der erfindungsgemaBen IL-16-Fonnen wird eine Prapara- 
tion einer multimeren Form von IL-16-Untereinheiteh erhalten, in der die Anzahl der Unter- 
einheiten vorzugsweise 6 bis 32 betragt und die aJs Produkt einer rekombinanten Produktion 
in Prokaryonten im wesentlichen frei von Saugerzellproteinen oder als Produkt einer rekombi- 
nanten Produktion in Eukaryonten im wesentlichen frei von natiirlichen Humanproteinen ist. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Eriindung betrifR ein Verfahren zur Herstellung von mul- 
timeren IL-16-Untereinheiten durch Inkubatioh von tnonomeren IL-16-Untereinheiten oder 
IL-16-Dimeren mit Metallionen. Ein ^olches Verfahren ist unabhaiigig davon anwendbar, ob 

„*^J?^^^ Weise Oder anders (z,B synthetisch oder aus 

naturlichen Quellen) isoliert wurden. 

Bin weiterer Gegenstiand der Erfindung ist ein Verfahren zur Erhdhung des Multimerisie- 
ningsgrads einer monomeren oder dimeren Form aus IL-i6-Untereinheiten. Bei einem solchen 
Verfahren wird die monomere oder dimere Form mit Metaliionen inkubiert, wodurch eine 
oder mehrere hoher multimerisierte Fortnen von IL-16-Untereinheiten entstehen. 

Die Multimerisierung wird vorzugsweise ini schwach-alkalischen, neutralen oder sauren 
Bereich, vorzugsweise zwischen pH 3 und 9, besonders bevorzugt im Bereich zwischen pH 3 
und 8 durchgefuhrt. Die Ausbeute an multimeren Formeh iirid die Dauer der Multimerisierung 
konnen durch Zusatz von Denkturiemhgsmittd^ oder HamstofF 

verbessert werden. ZwieckmaBig werdeh tolche Dehatunerlihigsihitter^i Koiizehtrationen von 
Q :,bis 8 mol/l zugesetzt.!: Bei der Inktibation liiit Metallionen' kai^ Konzentration an 
Denaturierungsmittel durch Verdunnuhg oder Diialyse vorzugswieise auf eine nicht denaturie- 
rende Konzentration (fiir Guanidinhydrdchlorid z.B. ca. 0 bis TtnoVt) verrihgiBrt werden. 

Die Metallioneh-abhangige Multimerisiem^ EDTA oder durch 

freie Bindungsstellen fiir Metallionen auf der fur die Rdnigiihg v^nvendeten Me^ 
Chelat-Sepharose inhibiert werden/ ^ ' 

Eine besonders effiziente Tetiranierisiem Metallionen in 

annahemd aquimolarer Kdnzentf atioh oder im UberschuB bteiiglicH IL-16 mit IL-16 inkubiert 
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werden, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration der Reaktanden abhangt. 
Bei niedrigeren Metallionenkonzentrationen ist daher entsprechend langer zu inkubieren. Die 
Tetramerisierung erfolgt in einem breiten pH-Bereich, insbesondere im Bereich pH 2,5 bis 10. 
AnschlieBend an die Tetramerisierung kann die weitere Multimerisierung vorzugsweise 
zwischen pH 5 bis 7 oder 7,5 auch ohne Zusatz von weiteren Metallionen durchgeiuhrt 
werden. 

Besonders bevorzugt sind IL-16-Multimere, die als diskreter peak von einer analytischen 
, Molekularsieb-HPLC-Saule mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. iiber 70 kD, vor- 
zugsweise 90 bis 1 50 kD eluieren. Die Polymerbildung kann durch eine vorhergehende Metall- 
ionen-abhangige Tetramerisierung induziert werden. Weiterhin wird der Multimerisierungs- 
grad von der jeweiligen PufTerzusammensetzung (Art des Puffers, z.B. Imidazol, MES, 
Acetat, Glycin, Citrat,pH-Wert, GdmCI-Konz.) beeinfluBt. 

Eine weitere bevorzugte AusfUhrungsform von biologisch aktivem iL-i6 besitzt ein Molelcu- 
largewtcht von mindestens 45 + 4 kD und ist nach Inkubation von Monomeren oder Dimeren 
mit Metallionen erhaltlich. 

Derartige IL-16-Praparationen sind besonders zur therapeutischen Verwendung in therapeuti- 
schen Zusammensetzungen geeignet. Solche Zusammensetzungen enthalten zweckmafiig noch 
die ublichen Fiill-, Hilfs- und Zusatzstoffe. 

Die folgenden Beispiele und Publikationen, das Sequenzprotokoll sowie die Abbildungen 
eriautem die Erfindung, deren Schutzumfang sich aus den Patentanspriichen ergibt, weiter. 
Die beschriebenen Verfahren sind als Beispiele zu verstehen, die auch noch nach Modifikatio- 
nen den Gegenstand der Erfindung beschreiben. 

Fig. 1 : SDS-P AGE yon IL- 1 6 unter reduzierenden Bedingungen (Probe niit 0, 1 M DTE) 

I ) vor Spaltung mit Thrombin, 2) nach Spaltung mit Thrombin und 3)*5) nach Spal- 
tung und Reinigung mittels Q-Sepharose (verschiedene Fraktionen). 

Fig* 2: RPrHPLCrElutionsdiag von IL-16 nach Spaltung mit Thrombin und Reini- 
gung niittels Q-Sepharpse. . : ■ : 

Fig.3A, , ....... ,^,^„^., ...... 

Fig. 3B: Molekularsieb-HPLC-Elutionsdiagramm 

A) des IL-16-Fusionsproteins vor Spaltung mit Thrombin, B) vpn IL-16 nach Spal- 
tung mit Thrombin und Reinigung mittels Q-Sepharose. 
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Fig. 4: Molekularsieb-HPLC-Elutionsdiagramm von dimeren (RT =11,4 min.) und tetra- 
meren (RT = 10,06 min.) EL- 16 nach Renaturierung von denaturierten IL-16 in 
0,1 M Tris/HCI, 250 Cu(II>Acetat, pH 8,5 (siehe Beispiel 4). 

Fig. 5: Eichlauf der HPLC-Siebsaule mit BSA (MW 66 kD; RT 9,17 min ), Ovalbumin 
(MW 43 IcD; RT 9,98 min ), Chymotrypsinogen (MW 25 kD, RT 1 1,89 min.) und 
Ribonuklease A (MW 13,7 kD; RT 12,87 min.). 

Fig. 6: Molekularsieb-HPLC-Elutionsdiagramm von tetrameren IL-16 nach Inkubation von 
137 jiM IL-16 mit 250 ^M Cu(II)-Acetat (siehe Beispiel 10). 

Fig. 7: Molekularsieb-HPLC-EIutionsdiagramm von Dimeren (3%; RT 11,66 min.), 
Tetrameren (32%; RT 10,30 min,) und Polymereri (65%; RT 7,93 min.) nach Inku- 
bation von IL-16 fiir 16 Sturiden in 50 mM MES, 250 ^iM Cu(II)-Acetat, pH 5,5. 

SEQEDNO:! zeigt die Sequenz von humanem IL-16. 

SEQ ID NO: 2 zeigt die Aminosauresequenz gemafi SEQ ID NO: 1 . 

SEQ ED NO:3-8 zeigen Primersequenzen. 

SEQIDNO:9-ll . zeigen Peptidsequenzen. 

Beispiel 1 

Klonierung und Expression von IL-16 
1.1 RNA Isolierung 

5 X lO^PBMC (vom Menschen oder Afferi) wiirden 48 Stimden mit 10 pig/mi Cohcanavalin A 
und 180 U/ml IL-2 kultiviert. Zur Herstellung der RNA wurden die Zelien einmai mit PBS 
gevsrascheh und anschlieflend mit 5 ml Deiiaturierungslosung (RNA Isolation Kit, Stratagene) 
lysiert. Nach Zugabe von 1 ml Na-Acetat, 5 ml Phenol und 1 ml Chloroform/Isoamyl-Alkohol 
(24:1) wurde das Lysat 15 rtiiri. aiuf Eis gehalten. Die wSBrige Phase wiirde anschlieflend mit 

6 ml Isbpropanol vermischt, lirh die RNA ausziifallen, und 2 iStundeh bei -20*'C gelagert. Das 
Prazipitat wurde schlieBlich einmai mit reinem Ethaiiol gewaschen und in 150 pi H2O gelOst. 
Die Ausbeute wurde photometrisch bestimmt und betnig 120 pg. 
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1.2 cDNA Synthese 

Die Mischung fur die cDNA Synthese enthielt 10 ng RNA, 0,2 ^ig Oligo-dT, 13 mM DTT 
und 5 111 "bulk first strand reaction mix" (First-Strand cDNA Synthesis Kit, Pharmacia) in 
einer Menge von 15 jil. Die Mischung wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieBend 
bei -20*'C zur spateren Verwendung gelagert. 

1*3 Amplinkation und Klonierung von ILr-16 cDNA 

Zur Amplifikation von £L-16 cDNA mittels PGR und zur anschlieOenden Klonierung wurden 
die folgenden Oligonukleotide synthetisiert: 

Primer 1: GCTGCCTCTCATATGGACCTCAACTCCTCCACTGACTCT (SEQ ID NO: 3) 
Primer 2: GATGGACAGGGATCCCTAGGAGTCTCCAGCAGCTGTGG (SEQ ID NO: 4) 

Die Primer fiihren zusatzliche Ndel oder BamHI Schhittstellen ein. 

Die PCR-Mischungen (100 Reaktionsvoiumina) enthielten jeweils 1 cDNA (aus der Syn- 
these in Abschnitt 3), 50 prhol Primer 1 und 2, 12,5 nmol dNTPs, 10 pi lOxTAQ Puffer und 
2,5 Einheiten Taq Polymerase (Perkin-Elmer). 

Die Zyklusbedingungen waren 30 sec, 94''C, 1 min., 53*^C und 1 niin., 72''C: Es wurden 35 
Zyklen durchgeiuhrt. 

1.4 Berstelluhg ^ihes Cxpressionskldhs init Thrombirispaltstellen 

Die PCR-Produkte wurden gereinigt und 16 Stunden bei 37®C mit Ndel und BamHI verdaut. 
Fur die Klonierungspraparation wurde der Vektor pETlSb (Novagen) ebenfalls mit Ndel und 
BamHI gespalten und anschlieBend uber Agarosegel gereinigt. 

Die Ligationen wurden 2 Stunden bei Raurntemperatur in 20 ^1 Mischungen, welche 100 ng 
Vektor, 25 ng PGR Produkt (Insert). 2 pi 10 x Ligasepuffer urid 6,2 pi Ligase (New England 
Biolabs) enthielten, durchgefuhrt. Nach Transformation durch Elektroporation bei 2,5 kV, 
25 p Farad, 200 Ohm (BIO-RAD Elektropdrator) in E.coli wurden die Zellen auf Ampicillin- 
resistente Platten aufgetragen. Geeignete E.coli, z.B. DH5, sind dem Fachmann bekannt. 
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Rekombinante Klone wurden durch Restriktionsanalyse von Plasmidpraparationen (pMISLB) 
identifiziert und in einen Exoli-Stamm fiir die beabsichtigte Proteinexpression transformiert. 
Die Klonierung von IL-16 cDNA konnte zusatzlich durch Bestinunung der Nukleotidsequen- 
zen bestatigt werden. Die gefiindenen Sequienzen stimmten mit der publizierten LCF Sequenz 
(Cruikshank, W.W., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994) 5109-5113) bis auf eine 
Diskrepanz in Codon 96 iiberein. Im Gegensatz zur veroflFentlichten Sequenz besteht Codon 
96 nicht aus der Basensequenz TTG, sondem aus der Sequenz TTT, Die Sequenzierung von 
weiteren IL-16'Klonen, die aus unabhangigen PCR Amplifikationen erhalten wurden, zeigte 
deutlich, dafl die authentische IL-16-Sequenz in Codon 96 tatsachlich von der Sequenz TTT 
dargestellt wird. 

l.S Hersteliung von Expressionsklonen fur verkiirztes IL-16 
Klonierungsbeispiel IL-1 6: 

Zur Amplifikation von IL-16cDNA und zur anschlieBenden Expressionsklonierung wurden die 
folgenden Oligonukleotide synthetisiert: 

Primer ISLl: (SEQ ID NO:5) 

ccc gaa ttc tat gca tea cca cca cca cca cga tga cga cga caa ace cga cct caa etc etc cac t 

Primer ISL2: (SEQ ID NO:6) 

ccc gaa ttc tat gcc cga cct caa etc etc c 

Primer ISL3 : (SEQ ED NO:7) 

ccc gaa ttc tat gca tea cca cca cca cca cga tga cga cga caa aat gcc cga cct caa etc etc c 

Primer ISL4 (SEQ ID NO:8) 
. gcg gat cca age tta gga gtc tec age age tgt 

Primer ISLl fugt nach PCR am IL-16-Gen eine EcoRI Schnittstelle, sowie ein "t" zur Erzeu- 
gung von lacZ Fusionen in pUC, 6 Histidin-Codons, und die Codons fiir eine Enterokinase- 
Schnittstelle ein (PpppK; SEQ NO:9). ; . 

PrLrner ISL2 fiigt nach PCR ami IL-16-Gen eine EcoRI Schnittstelle, sowie ein "t" zur Erzeu- 
gung von lacZ Fusionen in pUC ein. 
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Primer ISL3 fugt dieselben Eigenschaften ein wie Primer ISLl und zusatzlich noch ein weite- 
res ATG nach dem AAA (Lys) Codon. 

Primer ISL4 ist der Gegenprimer zu ISLl bis ISL3, er fiigt am 3*-Ende des IL-16-Gens eine 
BamHI sowie eine Hindlll-Spaltstelle ein. 

Durch geeignete Kombination der obigen Primer und Einklonierung der PCR-Produkte in 
geeignete Vektoren ist es moglich, in E. coli verschiedene Arten von IL-16 zur Expression zu 
bringen: 

Eine Kombination von ISLl mit ISL4 ergibt z.B. nach PGR, Nachschneiden des Produktes mit 
EcoRI und Hindlll und Einklonieren hinter z.B. einen lac-Promoter bei Expression ein IL-16, 
das N-terminal 6 Histidine und eine Enterokinase-Schnittstelle enthalt und nach Aufarbeitung 
und Schnitt mit Enterokinase reifes IL-16 ohne N-terminales Met ergibt (N-terminus PDLNS; 

SEX3 mWiibjL - - — -^-....-.^ 

Eine Kombination von ISL2 mit ISL4 ergibt nach PCR, Nachschneiden des Produktes mit 
EcoRI und Hindlll sowie Einklonieren hinter z.B. einen lac-Prqmoter nach Expression direkt 
ein reifes IL-16, welches mit der Sequer^ MPDLNS (SEQ ED NO: 1 1) beginnt. 

Eine Kombination von ISL3 mit ISL4 ergibt nach PGR, Nachschneiden des Produktes mit 
EcoRI und Hindlll SQwie Einklonieren hinter z,B. einen lac-Promoter nach Expression und 
Schnitt mit Enterokinase reifes IL-16 mit der N-terminalen Sequenz MPDLNS (SEQ ED 
NOrll). 

Je nach verwendetem Plasmid kann eine lacZ-Fusion (z.B. beim Klonieren in pUC-Plasmide) 
entsteheri. 

Es liegt auf der Hand, d^ auBer dem lac Promoter jeglipher in E. coli gut funktionierender 
Promoter verwendet werdep k^nn. Beispiele w^en z.B. der tac-Prornoter oder auch der mgl- 
I^rompter. Als Plasimde kpmmen spwohl low-copy als auch high-cppy Plasmide in Frage. 
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Bcispiel 2 

10 1 Fermentation eines £. coli Expressionsklons fiir IL-16 und HochdruckaufschluO 

Aus Stammkulturen (Plattenausstrich oder bei -20°C gelagerten Ampullen) werden Vorkultu- 
ren angesetzt, die geschuttelt bei 37^C inkubiert werden. Das Uberimpfvolumen in die nachst- 
hohere Dimension betragt jeweils 1-10 Vol.-%. 2ur Selektion gegen Plasmidverlust wird in 
Vor- und Hauptkultur Ampiciilin (50-100 mg/1) eingesetzt. 

Als NahrstofFe werden enzymatisch verdautes EiweiB und/oder Hefeextrakt als N- und C- 
Queile sowie Glycerin und/oder Glucose als zusatzliche C-Quelle verwendet. Das Medium 
wird auf pH 7 gepufTert und Metallsalze werden zur Stabilisierung des Fennentationsprozesses 
in physiologisch vertraglicheii Konzentrationeh zugesetzt. Die Fermentation wird als Feed- 
batch mit einer gemischten Hefeextrakt/C-Quellen-Dosage durchgefuhrt. Die Fermentations- 
temperatur betragt 25-37®C[ Ober Beluftungsrate, Dfehzahliregulierung und Dosage- 
geschwindigkeit wird der geloste Sauerstofipartialdruck (p02) < 20% gehalten. 

Das Wachstum wird dber Ermittlung der optischen Dichte (OD) bei 528 nm bestimmt. Mittels 
IPTG wird die Expression des EL- 16 induziert. Nach einer Ferrhentationsdauer von ca. 
10 Stunden wird bei OD-Stillstand die Biomasse durch Zentrifiigation geemtet. Die Biomasse 
wird in 50 mM Natriumphosphat, 5 mM EDTA, 100 mM Natriumchlorid, pH 7 aufgenommen 
und iiber eine kontihuierliche Hochdruckpresse bei 1000 Bar aufgeschlossen. Die so erhaltene 
Suspensioh wird enieut abzehtrifugiert und der Uberstand, der diss geldste IL-16 enthalt, wird 
weiterverarbeitet . 

Beispiel 3 

Reinigung vbh rekdinbihahte^ 

550 ml AufschluBuberstand in 50 mM Natriumphosphat, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 7,2 
wurden mit 55 inl 5 M NaCl; 60 mM MgCIj; pH 8^^^^ 30min. geriihrt und 

arischlieBeiid 30 'mih: bei 20^000 g zeritrifugjEert. tJb^rstandes wurden auf eine 

Nickel-Ghelat-Sephairose^ rnH^ Phs^nrnidi^ die vorhef mit 30 ^Mol 

NiClj/ml Gel beladen und mit 50 mM Natriumphosphat, 0,2 M NaCl, pH 8,0 aquilibriert wor- 
den war. Die Saule Avurde anschlieBend mit 300 ml 50 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl, pH 
7,0 gespult und das IL-16-Fusionsprotein dann mit einem Gradienten von OM bis 300 mM 
Imidazbl, pH 7,0 in 50 mM Natriumphosphat, 0,1 M NaCl, pH 7,0 (2* 0,5 1 Gradientenvolu- 
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men) eluiert. IL-16 enthaltende Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE identifiziert und ver- 
einigt. 

300 mg des so erhaltenen Fusionsproteins wurden bei A^'C gegen 20 1 20 mM Imidazol, pH 5,5 
dialysiert und anschlieBend zur Entfemung von Triibungen 30 min. bei 20.000 g zentrifugiert. 
Der Uberstand der Zentrifligation wurde anschlieBend mit NaOH auf pH 8,5 eingestellt, mit 
0,3 mg Thrombin (Boehringer Mannheim GmbH) versetzt und 4 Stunden bei 3TC inkubiert. 
AnschlieBend wurde der Spaltansatz mit HCl auf pH 6,5 und die Leitfahigkeit durch Verdun- 
nung mit HjO auf 1,7 mS eingestellt. Die Probe wurde auf eine Q-Sepharose FF-Saule (45 ml; 
Pharmacia) aufgetragen, die vorher mit 20 mM Imidazole pH 6,5 fiquilibrieit worden war. Die 
Elutidn von IL-16 erfolgte mit einem Gradienten von 0 bis 0,3 M NaCl In 20 mM Imidazol, 
pH 6,5, IL-16 enthaltende Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE identifiziert und vereinigt. 
Die Identitat von IL-16 wurde durch Massenanalyse (Molekulargewicht 13.566 ±3 D) und 
automatisierte N-terminale Sequenzanalyse bestatigt. Zur Konzentrationsbestimmung wurde 
die UV- Absorption von IL-16 bei 280 nm und ein berechneter molarer E«inktionskoeffiSent 
von 5540 M 'cm * bei dieser Wellenlange (Mack et al. (1992) Analyt. Biochem. 200, 74-80) 
und ein Molekulargewicht von 13566 D verwendet. 

Das so erhaltene IL-16 wies in der SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen eine Rein- 
heit von mehr als 95% auf. 

Von einer analytischen HPLC-Gelfiltrationssaule (Superdex HR 75; Pharmacia), die mit BSA, 
Ovalbumin, Chymotrypsinogen und Ribonuklease A geeicht worden war, eluierte IL-16 mit 
einem apparenten Molekulargewicht von ca. 27.000 D (siehe Fig. 3), weshalb diese Molekul- 
spezies im folgenden als "Dimer" bezeichnet wird. 

Die analytische^ Superdex 75 FPLC-Saule (Pharmacia) wurde mit 25 mM Na-Phosphat, 0,5 M 
NaCI, 10% Glycerin, pH7,0 und einer FIuBrate von 1 ml/min. eluiert. Die aufgetragene 
Proteinmenge in einem Volumen von 100 bis 150 ^il betrug 1,5 bis 15 jig Protein. Die Detek- 
tion erfolgte bei 220 nm, 

Zur Reinheitsanalyse mittels RP-HPLC wurde eine Vydac, Protein & Peptide CI 8, 4x180 mm 
Saule verwendet. Die Elution erfolgt durch einen linearen Gradienten von 0% nach 80% B 
(Losungsmittel B: 90% Acetonitril in 0,1% TFA; Losungsmittel A: 0,1% TFA in H2O) inner- 
halb von 30 min. mit einer FIuBrate von 1 ml/min. Die Detektion erfolgte bei 220 nm. 
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Da von Cruikshank, W.W., et. al., in Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994) 5109-5113 eine 
polymere Form von IL-16 mil einem apparenten Molekulargewicht von 50-60 IcD als aktive 
Molekulspezies beschrieben worden war, wurde durch De- und Renaturieningsexperimente 
mit dem derart isolierten hochreinen IL-16 versucht, die dimere Form in eine polymere Form 
zu uberfiihren. 

Beispiel 4 

De- und Renaturierung von IL-16 

(a) EinfluB von pH-Wert/ EDTA und Kupfer(II)-Acetat auf die Renaturierung/- 
Tetramerisierung von IL-16 

37 mg IL-16 wurden gegen 20 mM Natriumphosphat, pH 7,0 dialysiert und anschlieOend auf 
eine Konzentration von 7,1 mg/ml konzentriert Die Denaturierung von IL-16 erfolgte durch 
die Zui^abe von i ihl 8 

0,5 ml des IL-16 Konzetitrates. Nach 1 Stiinde Inkiibation wurden je 100 ul dieser Losung in 
je 2,2 ml der in Tabelle 1 beschriebenen Renaturierungispufrer bei Raumtemperatiir (23+/ 
-3°C) verdiinnt. Die Bildung von polymeren IL-16 wurde nach einer Inkubtion von mindestens 
2 Stunden mittels Molekularsieb-HPLC ahalysiert. 

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, wurden bei Renaturierung in Puffem mit vorheriger Nj-Bega- 
sung und EDTA unabhangig vom pH-Wert keine hohermolekularen IL-16-Spezies gebiidet. 
H6hermolekulafe IL-16- Assdziate wurden uberraschenderweiise nur in PufFem ohne EDTA 
und ohhe Stickstoffbegaisung, sowie insbesohdere in Gegenwart von Kupferacetat gebiidet. 
Die hohermoiekulare Form eluiert als homogener peak Vdn eihei* ^alytischen Moliekularsieb- 
HFLC-SSule (siehe Fig, 4) und hat ein apparentes Molekulargewicht von ca. 45 + 4 kD. Zur 
Unterscheidting von der "dimereri" Fbrni wird dtese Molekulspezies im weiteren als 
"Tetramer" bezeichiiet. ; ? ^ . 

Da Kupferionen auch zur oxidativen Herstellung von Disulfidbnicken verweiidet werden, 
wurde der EinfluB von Redox-Systemen auf die Tetramerisierung im folgenden naher unter- 
^sucht. = r/^-'^...--- • 



RNsnnnin- <wn pTTnniRAi i > 
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Tabelle 1 

EiniluD von pH-Wert, EDTA und Kupfer(]I)-Acetat auf die Renaturierung von ILr-16 



Nr. 


Renaturierungspuffer 


Dimer 
[%] 


Tetramer 
[%] 


1 


20 mM Tris/HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA 


100 


0 


2 


20 mM Na-Phosphat, pH 7. 1 mM EDTA 


100 


0 


3 


20 mM Na-Phosphat, pH 7,0, 1 mM EDTA, 
ISOmMNaCI 


100 


0 


^ 


20 mM Na-Phosphat, pH 6,0, 1 mM EDTA, 
ISOmMNaCI 


100 


0 


5 


20 mM Na-Phosphat, pH 5,0, 1 mM EDTA, 
ISOmMNaCI 


100 


0 


1.6 


20.mM NarPhosphat,.pH.4,0. 1^^^ 
ISOmMNaCI 


100. 


. .„ _0 _ . 


1 ^ 


O.I M Tris/HCl, pH 8,5 


88 


12 1 


1 ^ 


0,1 M Tris/HCl, pH 8,5. 

250 uM Cu(II)-Acetat 


64 


36 1 



(b) Einflufi der Denaturierung, von Redox-Systemen und von Metallionen auf die 
"Tetramcrisicrung" von ILr-16 

Je 400 ul des in Beispiel 1 beschriebene Konzentrates von IL-16 mit einer Konzentration von 

7. 1 mg/ml wurden in 

1) 800 ul 8,0 M GdmCl, 0,1 M Glycin/HCl. 1 mM DTE, pH 1,8 (=denaturieites IL-16) 
Oder 

2) 800 ul 20 mM Natriumphosphat, pH 7,0 (==natives IL-16) 

verdiinnt und 1 Stunde inlcubiert. Je 100 ul dieser Verdunnungen wurden anschlieBend in je 

2.2 ml einer wassrigen LOsung aus 0,1 M Tris/HCl, pH 8,5 sowie der in Tabelle 2 beschriebe- 
nen Zusatze verdiinnt, wobei die Puffer, in die das "native IL-16** aus 2) verdiinnt wurden, 
zus&tzlich 0,23 M GdmCl enthielten, so daO alle Renaturierungsldsungen identische Konzen* 
trationen auch an GdmCl aufwiesen. 



wo 97/23615 




PCT/EP96/05661 



- 16- 



Wie Tabelle 2 zeigt, scheinen Redox-Reaktionen keinen EinfluD auf die Tetramerisierung zu 
haben, da die ubiichen Redox-Syteme fiir Proteine aus GSH und GSSG keinen EinfluB haben. 
Vielmehr scheinen Metallionen fur eine Stabilisierung des Tetramers essentiell zu sein, da 
neben Kupfer- auch Magnesium- und Calciumionen die Tetramerisierung induzieren konnen. 
Eine Denaturierung von IL-16 durch hohe Konzentrationen an Denaturierungsmittel ist ofFen- 
bar fur eine Tetramerisierung nicht erfprderlich, da diese auch ohne vorhergehende Denaturie- 
rung von IL- 1 6 erfolgt. 

Wie bei einer Gleichgewichtseinstellung und auch bei einer Assoziationsreaktion zweiter Ord- 
nung zu erwarten, nimmt weiterhin die Ausbeute an Tetrameren IL-16 mit der Konzentration 
an Metallionen zu, wie es in der Tabelle 2 fiir Cu-Acetat ersichtlich ist. 



BNSDOCir><WO 972361 SA1 I > 
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Ta belle 2 

EinfluO der Denaturierung, von Redox-Systemen und Metallionen auf die Tetramerisie* 

rung von IL-IS 



1 Nr. 


IL-16 


VerdiinnungspufTer 


% Tetramer 


1 


denat.'^ 


0,1 M Tris/HCl, pH 8,5 ohne Zusltze 


0 




I Kill V 


0 1 M Tris/HCl nH 8 5 ohne Zusatze 

V/, 1 XVX X ( loir A X^y*^ A «^ V^IUKW A^m* JO i » »W 


0 


3 


denat. 


0,1 M Tris/HCl. pH 8,5, 
250 uM Cu(II)-Acetat 


42 


4 


nativ 


0,1 M Tris/HCl, pH8,5, 
250 uM Cu(II)-Acetat 


45 


5 


denat. 


0,1 M Tris/HCl, pH 8,5, 
750 uM Cu(II)-Acetat 


56 


6 


nativ 


0,1 M Tris/HCl. pH 8,5, 
750 uM Cu(II)-Acetat 


60 




denat. 


0,1 M Tris/HCl, pH 9.5, 
250 uM Cu(li)-Acetat 




8 


nativ 


0,1 M Tris/HCl, pH 9,5, 
250 uM Cu(li)-Acetat 


60 


9 


denat. 


20 mM Na-Phosphat, pH 6,0, 
250 iiM Cu(II)-Acetat 


65 


10 


nativ 


20 mM Na-Phosphat, pH 6,0, 
250 uM Cu(il)-Acetat 


56 


11 


denat. 


0,1 M Tris/HCi, pH 8.5, 750 uM CaCl, 


34 


12 


nativ 


0, 1 M Tris/HCl, pH 8.5. 750 \iU CaClj 


38 


13 


denat. 


0,1 M Tris/HCl. pH 8.5, 750 uM MgClj 


38 


14 


nativ 


0.1 M TrismCl, pH 8.5. 750 uM MgCl, 


42 


15 


denat. 


0.1 M Tris/HCl. pH 8,5 
0.5 mM GSH, 1 mM EDTA 


0 


16 


nativ 


0,1 M Tris/HCl, pH 8,5 
0,5 mM GSH, 1 mMEDTA 


0 


17 


denat. 


0,1 M Tris/HCl, pH 8,5 

0,5 mM GSH, 5.0 mM GSSG 


0 1 
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Nr. 


IL-16 


Verdiinnuhgspufier 


% Tetramer 


18 


nativ 


0,1 MTris/HCI, pH8.5 

0,5 mM GSH, 5,0 mM GSSG 


0 


19 


denat. 


0,1 MTris/HCI, pH 8.5 

5,0 mM GSSG, 1 tnM EDTA 


0 


20 


nattv 


0,1 MTris/HCI, pH 8,5 

5,0 mM GSSG, 1 mM EDTA 


0 



Die Zwischenverdunnung der IL-16-Stammldsung erfolgte in 8 M GdmCl. 

Die Zwischenverdunnung der IL-16-StaniniJ6sung erfolgte in 20 mM Natriumphosphat, 

pH 7,0. 

- -■ - Beisdiel 5 - - - = — 

EinfluD von GdmCl auf die Tetramerisierung 

Da cine vollstandige Denaturierung von IL-16 fiir eine Tetramerisierung ofFenbar nicht erfor- 
derlich ist, vmrde der EinfluB niedriger GdmCi-Konzentrationeh untersucht. Dazu wurde das 
in Beispiel 4a beschriebene IL-16-Konzentrat 7i-iFach in 0,1 M Tris/HCl, pH 8,5 verdunnt, das 
zusatzlich die in Tabelle 3 beschriebenen Ziisatze enthielt. 

Wie aus Tabelle 3 hervorgeht, kann bei geringen IL-16 Konzentrationen fur verschiedene 
Metallionen durch den Zu^atz von iiicht-denaturierehden Konzentrationen an Denaturie- 
ningsmittel die Tetramerisierung unterstiitzt werden. 
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Tabelle 3 

EinfluO von GdmCi auf die Tetramerisierung von IL-16 durch Metallionen 



Nr. 


PufFerzusatz zu 0,1 M Tns/HCI, pH 8,5 


% Tetramere 


-J — 1 


ohne Zusatz 


0 


2 


0,23 M GdmCl 


0 




250 uM MgClz 


0 


4 


250 uM MgCl, + 0,23 M GdmCl 


10 


5 


250 uM CaCl^ 


0 


6 


250 uM CaClj + 0,23 M GdmCl 


34 


7 


250 uM MnCl, 




8 


250 uM MnCI, + 0,23 M GdmCl 


10 


9 


250 uM Cu(II)-Acetat 


48 


10 - 


250 uM Gu(II)-Aeetat + 0,425 M GdmGl r - 


- -7-2- .- - 


11 


250 uM Cu(II)^Acetat + 0,25 M GdmCl 


83 


12 


250 uM Cu(II)-Acetat + 0.50 M GdmCI 


92 




250 uM Cu(II)-Acetat + 1,0 M GdmCl 


94 


v< 


250 aM Gii(II)- Acetat + 2,0 M GdmCl 


92 



Beispiel 6 

kinetilc der Tetramerisieruiig von lL-i6 mil Cu(II)-Acctat 

Da es sich bei der Tetramerisierung von IL-16 um eine Reaktion zumindest 2. oder hoherer 
Ordnung handelt, wurde die Geschwihdigkeit der Tetramerisierung in Gegenwart von Cu(II)- 
Acetatlintersucht. • ^ r . : 

Dazu wurden 20 ul eines in Beispiel 4a besclLriebehen^^^^^^^^ in 800 ul 0,1 M 

Tris/HCl, 250 uM Cu(II)-Acetat, 0,25 M GdmCI, pH 8,5 verdunnt und nach unterschiedlichen 
Inkubationszeiten Proben mittels einer analytischen Molekularsieb-HPLC-Saule auf ihren 
Tetramergehalt analysierl. Wie Tabelle 4 zeigt, ist die Tetramerisierung eine relativ langsame 
Reaktion, deren Geschwindigkeit jedoch von der Konzentration der Reaktanden abhangt. 
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Tabelle 4 

Kinetik der Tetramerisierung von EL-16 mtt Cu(n)-Acetat 



Inkubationzeit (min.) 


Tetramere (%) | 


5 min. 


12 1 


60 min. 


75 


150 min. 


81 



Beispiei 7 

EinfluB von EDTA auf die Tetramerisierung von ILr-16 durch Cu(II)-Acetat 

EDTA bildet mit 2-wertigen Metallionen eihen hochaffinen Komplex. Die Inhibition der 
- Tetramerisierung durch EDTA sollte daher beweisenv-daB diese durch 2-wertige Metallionen 
induziert wird. 

Dazu wurde ein in Beispiei 4a beschriebenes IL-16--Konzentrat 40-fach in Puffer verdunnt, die 
sich aus 0,1 M Tris/HCl. 0,25 M GdmCl, 250 uM Cu(n)-Acetat, pH 8,5 und steigenden Kon- 
zentrationen an EDTA zusammensetzten. Der Tetramergehalt wurde wiederum mittels Mole- 
knlarsieb-HPLC nach einer Inkubationszeit von mindestens I Stunde ermitteit. 

Wie die Ergebnisse in Tabdl^ 5 zeigen, sind aquimolare Konzentratipnen an EDTA bezuglich 
Cu(II)-Acetat tats^chlich in der Lage, die Tetramerisierung von EL- 16 zu inhibieren. 

Tabelle 5 .j .. 
Inhibition der Tetramerisierung von 11^-16 durch £DTA 



1 . EDTA-Konzentration [uM] 


Tetramere (%) 




. •■ : 77 .■ 




■ 69-. ■ .w. 


■ ■ 250' ■ 




■ - ' 500^ ; ■ - 


v.. :„••,.•.;...,./: Q 


1000 


0 


2000 


0 
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Beispiel 8 

a) EinfluB der Konzentration von Cu(II)-Acctat auf die Tetramerisierung von 11^16 
bei kurzer Inkubationszeit 

Sollte es sich bei IL-16 um ein Metalloprotein handeln, ist zu erwarten, daB stochiometrische 
Mengen bzgl. Monomer oder Dimer zur Stabilisierung der tetrameren Form erforderlich sind. 
Im Gegensatz dazu sollten fur eine katalytische Funktion der Cu^-Ionen, z.B. bei einer Oxi- 
dation von IL-16 unter optimaien Bedingungen, geringere Mengen ausreichend sein. 

Ein in Beispiel 4a beschriebenes IL-ie-Konzentrat wurde zu einer Konzentration von 15 uM 
in Puffer verdunnt, die 50 mM MES, 250 mM GdmGl, pH 6^5 und zusatzlich zunehmende 
Konz^ntrationen an Cu(II)-Aeetat enthielten. Proben dieser Verdunnungen vmrden nach min- 
destens 9 Stunden Inkubationszeit mittels Molekularsieb-HPLC auf ihren Tetramergehalt 
analysiert. 

Wie aus Tabelle 5a hervorgeht, sind unter diesen Bedingungen katalytische Mengen an Cu(II)- 
Acetat fur eine Tetrismierisierung nicht ausreichend. 

Tabelle Sa 



Cu(II)-Acetat-Konzentration [uM] 


Tetramere (%) | 


0 


^ 1 


• ■'■ 2.5 ■■ 


2 1 


5.0 


4 1 


10,0 


5 1 


15,0 


17 


20,0 


93 


40.0 .,. . . 


97 


80,0 


97 


250,0 


98 
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b) EinfluO der Konzentration von Cu(II)-Acetat auf die Tetramerisierung von EL-16 
bei langerer Inkubationszeit 

Das IL-ie-Konzentrat wurde zu einer Konzentration von lOuM (0,14 mg/ml) in PuflFer ver- 
diinnt, die 50 mM HEPES, 250 mM GdmCl, pH 7,5 und zusatzlich zunehmende Konzentra- 
tionen an Cu(II)-Acetat enthielten. Proben dieser Verdunnungen wurden nach ca. 100 Stunden 
Inkubationszeit mittels Molekularsieb-HPLC auf ihren TetramergehaJt analysiert. 

Wie aus der folgenden Tabelle 5b hervorgeht, sind katalytische Mengen an Cu(II)-Acetat fur 
eine Tetramerisierung unter diesen Bedingungen ausreichend, da die niedrigste hier verwen- 
dete Konzentration an Cu-Acetat (2,5 uM) wesentlich gferihger ist als die IL-16-Konzentration 
(10 uM) und denhoch eirie Tetramerisierung von ca. 80% der MolekiQie erfolgt. 



Tabelle 5b 



1 Cu(Ii)-Acetat-kohzentration [uM] 


Tetramere (%) 


0 


0 


2.5 


83 


5,0 


84 


7,5 


88 1 


12,5 • • ~ ■ 


• 85 1 


' •■ • 15,0 


85 1 


1 - 26.0 


97 1 



Beispiel 9 

EinfluB von verschiedenen Metallidnen aiuf die iTetramerisierung von IL-16 

Um einen Eindruck iiber die Spezifitat der Metallbindiing von IL-16 und der Affinitat flir ver- 
schiedene Metallidnen zu erhalten, wurde ein in Beispiel 4 a beschriebenes IL-16-Konzentrat 
ZU einer Konzientration yon 0,2 mg/ml in einen Puffer (0,1 M Tris/HCl, 0,23 M GdmCI, 1 mM 
EDTA, pH 8,5) verdunnt, der unterschiedliche Metallsaize in einer Konzentration von jeweils 
500 uM enthieit. Der Tetramergehalt der Proben wurde mittels Molekularsieb-HPLC ca. 3 
Stunden nach der Verdunnung, sowie nach aufeinanderfolgenden Dialysen gegen Puffer, die 
kein GdmCI (l .Dialyse) bzw. kein Metallsalz (2.Dialyse) enthielten, analysiert. 
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Wie aus Tabelle 6 hervorgeht, sind verschiedene Metailionen prinzipiell in der Lage, eine 
Tetramerisieaing von IL-IS zu induzieren. Die im Vergleich zu Cu(II)-Acetat geringeren 
Ausbeuten an Tetramer konnen durch die spezifischen unphysiologischen PufFerbedingungen 
verursacht warden und unter anderen Bedingungen eventuell wesentlich hoher sein. 



Tabelle 6 

EinfluO von verschtedenen Metailionen auf die Tetramerisierung von IL-16 



Pufferzusatz 


Tetramer vor Dia- 
lyse[%) 


Tetramer nach Dia- 
lysen.[%] 


ohneZusatz 


0 


4 


1 mM EDTA 


0 


0 


MnCl, 


4 


11 


CdCU 


0 


0 


BaClj 


10 


22 


LiCIj 


10 


15 


Sr(NO,)j 


22 


29 


Na3Mo04 


13 


14 


GSSG/EDTA 


0 


0 


Cu(II)-Acetat 


85 


72 


CuClj 


87 


nicht best. 



Beispiei 10 

Tetramerisierung von ELr- 16 bei hohien Proteinkdnzentrationeri mit uiid ohhe GdmCI 
und Stabilitat des Komplexes 

Fur die praparative Herstellung von tetramerem IL-16 wurde eine IL-16-L6sung mit 1,85 mg 
rL-16/nil (137 uM IL-16) in 20 mM Imidazol, 150 mM NaCl, pH 6,5 mit 250 uM 
CuCn)Acetat in An- und Abwesenheit von 0,25 M GdmCl versetzt und der Tetrameranteil 
nach 90 min. mittels Molekularsieb-HPLC analysiert. Wie Tabelle 7 zeigt, ist die Tetramerisie- 
rung nahezu vollstandig und unabh^gig von der GdmCl-Konzentration unter diesen Bedin- 
gungen. 
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Bei einer anschlieBenden Dialyse dieser Proben mit iiberwiegend Tetrameren fiir bis zu 4 Tage 
gegen 20 mM Na-Phosphat, 150 itiM NaCl, pH 7,0 wurde keine signifikante Abnahme der 
Tetramere beobachtet. 

Tabelle 7 

Tetramerisierung von 11^16 bei hohen Proteinkonzentrationen mit und ohne GdmCI 



1 PuflFerzusatze 


Tetramere [%] 1 


0,25 M GdmCl + 250 uM Cu(n)Acetat 


96 


250 uM Cu(II)Acetat (ohne GdmCl) 


92 


0,25 M GdmCI (ohne Cu-Acetat) 


0 



. . -Beispiel 11 - - . - - - . - - - 

Abhangigkett der Tetramerisierung und Polymerisierung von ILr-16 vom pH-Wert in 
Gegen wart von 0^25 GdmCl 

Eine in Beispiel 4a beschriebene IL-16 Stammldsung wurde zu eiiier Konzentration von 
0,2 ihg/ml in Puffer ihit verschiedenen pH-Werten verdQnnt, die jeweils 250 uM Cu(n)Acetat 
und 0,25 M GdmCl enthielten. 

Der Anteil an Tetrameren wurde mittels Molekularsieb-HPLC analysiert. Dabei wurde eine 
neue polymere Spezies von IL-16 detektiert, die im sauren pH-Bereich gebildet wird, mit 
einem apparenten Molekulargewicht von ca. 100 kD eluiert und zur Unterscheidung von der 
pimeren und tetrameren Form yon pL-16 ini fplgenden aJs "Polyrner** bezeichnet wird. OfFen- 
bar kann IL-16 abhangig von den Pufferbedingungen in drei diskreten Assoziationszustanden 
vorliegen (Dimer, Tetramer und Polymer). 

Die Tetramerisierung ist im wesentlichen Metallionen-abhangig und hat ein breites pH-Opti- 
mum, wahrend die Polymerisierung in einem relativ engen pH-Bereich erfolgt. 
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Tabcllc 8 

Abhangigkeit der Tetramerisierung und Polymerisierung von IL-16 vom pH*Wert in 

Gegenwart von 0,25 GdmCI 



1 Puffer und pH-rWert 


Tetramer [%] 


Polymere f%] 


I 50 mM CAPS, pH 10,5 


8 


/ 


50 mM Tris/HCI, pH 9,5 


85 


/ 


50 mM Tris/HCI, pH 8,5 


85 


/ 


50 mM HEPES, pH 7.5 


97 


/ 


50 mM MES, pH 6,5 


96 - 


2 


1 5bmMMES, pH 5,5 


96 


2 


1 50 mM Essigsaure, pH 4,0 


55 


40 


1 50 mM Glycin/HCl. pH 2,0 


8- . ■ . . ■■ • 


62 



BeisDiel 12 

Abhangigkeit der Tetramerisierung und Polymerisierung von IL-16 Vom pH-Wcrt in 
Abwesenheit von GdmCI 

Da aus obigen Beispielen ersichtlich ist, dafi .eine. Tetramerisierung auch in Abwesenheit von 
GdmCI erfolgen kaim, wurde die pHtWert-Abhangigkeit dieser Reaktion in Aiialogie zu Bei- 
spiell 0 auch in Abwesenheit von GdmCI untersucht. . 

Wie Tabelle 9 zeigt, ist der pH-Bereich der Tetramerisierung unter diesen Bedingungen enger, 
und vor allem werden Polymere fast ausschlieBHch bei pH 5,5 gebildetJ - 

Eine erhohte Ausbeute an polymeren IL-16 von 65% wurde erzielt, wenn die Inkubation von 
IL-16 in 50 mM MES, pH 5,5 bei einer Proteinkonzentration von 0,4 anstelle von den in 
Tabelle 9 verwendeten 0,2 mg/ml IL-16 erfolgte und die Inkubationszeit vor der Analytik von 
ca. 3 Stunden auf 16 h verlangert wurde. Durch eine Optimierung der Bedingungen kann also 
voraussichtlich annahemd quantitativ polymeres IL-16 hergestellt werden. 
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Tabelle 9 

Abhangigkeit der Tetramerisierung und Polymerisierung von IL-16 vom pH-Wert in 

Abwesenheit von GdmO 



Puffer und pH-Wert 


Tetramer [%] 


Polymere [%] 


50 mM CAPS, pH 10,5 


0 




50 mM Tris/HCl, pH 9,5 


56 




50 mM Tris/HCl. pH 8,5 


60 




50 mM HEPES. pH 7,5 


91 




1 50 mM Imidazol, pH 6,5 


83 




j50mMMES, pH6,5 


91 




1 50 mM MES, pH 5,5 


45 


51 


1 50 mM Essigsaure, pH 4,0 


92 




1 50 mM Glycin/HCl, pH 2,0 


■ ' 86 - 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: D-68305 

(G) TELEFON: 0 885 6/60-3 4 4 6 

(H) TELEFAX: 0885 6/60-3451 

(A) NAME: Bundesrepublik Deutschland vertreten durch 

den Bundesminister fuer Gesundheit 

(B) STRASSE: - 

(C) ORT: Bonn 

(E) LTU^D: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: D-53108 

Jii ) .._BE Multimere .FoMi^ 

Verfahren zu ihrer Herstellung und Verwendung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 11 

(iv) CpMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSySTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30B (EPA) 

(Vi) DATEN DER URANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER: DE 195 47 933,5 

(B) ANMELDETAG: 22-DEC-1995 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) lANGE: 1005 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS / 

(B) LAGferl, .ib05 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
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ATG AAA TCC TTG CTG TGC CTT CCA TCT TCT ATC TCC TGT GCC CAG ACT 48 
Met Lys Ser Leu Leu Cys Leu Pro Ser Ser lie Ser Cys Ala Gin Thr 
15 10 15 

CCC TGC ATC CCC AAG GAA GGG GCA TCT CCA AC A TCA TCA TCC AAC GAA 96 
Pro Cys lie Pro Lys Glu Gly Ala Ser Pro Thr Ser Ser Ser Asn Glu 
20 25 30 

GAC TCA GCT GCA AAT GGT TCT GCT GAA ACA TCT GCC TTG GAC ACA GGG 144 
Asp Ser Ala Ala Asn Gly Ser Ala Glu Thr Ser Ala Leu Asp Thr Gly 
35 40 45 

TTC TCG CTC AAC CTT TCA GAG CTG AGA GAA TAT ACA GAG GGT CTC ACG 192 
Phe Ser Leu Asn Leu Ser Glu Leu Arg Glu Tyr Thr Glu Gly Leu Thr 
50 55 60 

GAA GCC AAG GAA GAC GAT GAT GGG GAC CAC AGT TCC CTT CAG TCT GGT 240 
Glu Ala Lys Glu Asp Asp Asp Gly Asp His Ser Ser Leu Gin Ser Gly 
65 70 75 80 

CAG TCC GTT ATC TCC CTG CTG AGC TCA GAA GAA TTA AAA AAA CTC ATC 288 

~-^Gln- Ser. -Val lle Ser - Leu -Leu Ser -Ser Glu Glu Leu Lys Lys Leu lie - 

85 90 95 

GAG GAG GTG AAG GTT CTG GAT GAA GCA ACA TTA AAG CAA TTA GAC GGC _ 336 
Glu Glu Val Lys Val Leu Asp Glu Ala Thr Leu Lys Gin Leu Asp Gly 
100 105 110 

ATC CAT GTC ACC ATC TTA CAC AAG GAG GAA GGT GCT GGT CTT GGG TTC 384 
lie His Val Thr lie Leu His Lys Glu Glu Gly Ala Gly Leu Gly Phe 
115 120 ■ 125 

AGC TTG GCA GGA GGA GCA GAT CTA GAA AAC AAG GTG ATT ACG GTT CAC 432 
Ser Leu Ala Gly Gly Ala Asp Leu Glu Asn Lys Val lie Thr Val His 
130 135 140 

AGA GTG TTT CCA AAT GGG CTG GCC TCC CAG GAA GGG ACT ATT CAG AAG 4 80 

Arg Val Phe Pro Asn Gly Leu Ala Ser Gin Glu Gly Thr lie Gin Lys 
145 150 155 160 

GGC AAT GAG GTT CTT TCC ATC AAC GGC AAG TCT CTC AAG GGG ACC ACG 528 
Gly Asn Glu Val Leu Ser lie Asn Gly Lys Ser Leu Lys Gly Thr Thr 

165 170 " 175 

CAC CAT GAT GCC TTG GCA ATC CTC CGC CAA GCT CGA GAG CCC AGG CAA 576 
His His Asp Ala Leu Ala lie Leu Arg Gin Ala Arg Giu Pro Arg Gin 
180 185 190 

GCT GTG ATT GTC ACA AGG AAG CTG ACT CCA GAG GCC ATG CCC GAC CTC 624 
Ala Val lie Val Thr Arg Lys Leu Thr Pro Glvi Ala Met Pro Asp Leu 

195 200 205 

AAC TCC TCC ACT GAC TCT GCA GCC TCA GCC TCT GCA GCC AGT GAT GTT 672 
Asn Ser Ser Thr Asp Ser Ala Ala Ser Ala Ser Ala Ala Ser Asp Val 
210 215 220 
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TCT GTA GAA TCT ACA GCA GAG GCC ACA GTC TGC ACG GTG ACA CTG GAG 720 
Ser Val Glu Ser Thr Ala Glu Ala Thr Val Cys Thr Val Thr Leu Glu 
225 230 235 240 

AAG ATG TCG GCA GGG CTG GGC TTC AGC CTG GAA GGA GGG AAG GGC TCC ' 7 68 
Lys Met Ser Ala Gly Leu Gly Phe Ser Leu Glu Gly Gly Lys Gly Ser 

245 250 255 

CTA CAC GGA GAG AAG CCT CTC ACC ATT AAC AGG ATT TTC AAA GGA GCA 816 
Leu His Gly Asp Lys Pro Leu Thr lie Asn Arg lie Phe Lys Gly Ala 
260 265 270 

GCC TCA GAA CAA AGT GAG ACA GTC CAG CCT GGA GAT GAA ATC TTG CAG 8 64 

Ala Ser Glu Gin Ser Glu Thr Val Gin Pro Gly Asp Glu lie Leu Gin 
.275 280 285 

CTG GGT GGC ACT GCC ATG CAG GGC CTC ACA CGG TTT GAA GCC TGG AAC 912 
Leu Gly Gly Thr Ala Met Gin Gly Leu Thr Arg Phe Glu Ala Trp Asn 
290 295 300 

ATC „ATC AAG. GCA .CTG„ CCT.„GAT .GGA_.CCT- GTC. ACG „ATT-. GTC. ATC. .AGG_ AGA . .. .960 
He He Lys Ala Leu Pro Asp Gly Pro Val Thr He Val He Arg Arg 
305 310 315 320 

AAA AGC CTC CAG "iTCC AAG GAA ACC ACA GCT GCT GGA GAC TCC TAG . 1005 

Lys Ser Leu Gin Ser Lys Glu Thr Thr Ala Ala Gly Asp Ser * 

325 330 335 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 335 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Lys Ser Leu Leu Cys Leu Pro Ser Ser He Ser Cys Ala Gin Thr 
1 5 10 15 

Pro Cys He Pro Lys Glu Gly Ala Ser Pro Thr Ser Ser Ser Asn Glu 
20 25 30 

Asp Ser Ala Ala Asn Gly Ser Ala Glu Thr Ser Ala Leu Asp Thr Gly 
35 40 4 5 

Phe Ser Leu Asn Leu Ser Glu Leu Arg Glu Tyr Thr. Glu Gly Leu Thr 
50 55 60 

Glu Ala Lys Glu Asp Asp Asp Gly Asp His Ser Ser Leu Gin Ser Gly. 
65 70 75 80 
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Gin Ser Val lie Ser Leu Leu Ser Ser Glu Giu Leu Lys Lys Leu lie 

85 90 95 

Glu Glu Val Lys Val Leu Asp Glu Ala Thr Leu Lys Gin Leu Asp Gly 
100 105 110 

lie His Val Thr lie Leu His Lys Glu Glu Giy Ala Gly Leu Gly Phe 
115 120 125 

Ser Leu Ala Gly Gly Ala Asp Leu Glu Asn Lys Val lie Thr Val His 
130 135 140 

Arg Val Phe Pro Asn Gly Leu Ala Ser Gin Glu Gly Thr lie Gin Lys 
145 150 155 160 

. Gly Asn Glu Val Leu Ser lie Asn Gly Lys Ser Leu Lys Gly Thr Thr 

165 170 175 

His His Asp Ala Leu Ala lie Leu Arg Gin Ala Arg Glu Pro Arg Gin 
180 185 190 

Ala- Val lie Val Thr Arg- Lys~ Leu" Thr Pro Glu Ala Leu 
195 200 205 

Asn Ser Ser Thr Asp Ser Ala Ala Ser Ala Ser Ala Ala Ser Asp Val 
210 215 220 

Ser Val Glu Ser Thr Ala Glu Ala Thr Val Cys Thr Val Thr Leu Glu 
225 230 235 240 

Lys Met Ser Ala Gly Leu Gly Phe Ser Leu Glu Gly Gly Lys Gly Ser 

245 250 255 

Leu His Gly Asp Lys Pro Leu Thr lie Asn Airg lie Phe Lys Gly Ala 
260 265 270 

Ala Ser Glu Gin Ser Glu Thr Val Gin Pro Gly Asp Glu lie Leu Gin 

275 280 \ \ . / 285 ' 

Leu Gly Gly Thr Ala Met Gin Gly Leu Thr Arg Phe Glu Ala Trp Asn 
290 295 idO 

lie lie Lys Ala Leu Pro Asp Gly Pro Val Thr lie Val lie Arg Arg 
305 3i0 315 320 

Lys Ser Leu Gin Ser Lys Glu Thr Thr Ala Ala Gly Asp Ser * 

■ "■ 3'25'" 2^:.^ • • 



(2) ANGABEN 2U iSEO ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZ^ICHEN^: 

(A) ' lJiNGE:: 39 BaLS^npaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
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(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GCTGCCTCTC ATATGGACCT CAACTCCTCC ACTGACTCT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GATGGACAGG GATCCCTAGG AGTCTCCAGC AGCTGTGG • 38 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 5: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LAngE: 67 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
CCCGAATTCT ATGCATCACC ACCACCACCA CGATGACGAQ GACAAACCCG ACCTGAACTC 60 
CTCCACT ^-7 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



RNSnnr.in- oT^rwiKAi i » 
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(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
CCCGAATTCT ATGCCCGACC TCAACTCCTC C 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAngE: 67 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZ^ SEQ ID NO: 7: 

CCCGAATTCT ATGCATCACC ACCACCACCA CGATGACGAC GACAAAATGC CCGACCTCAA 60 
CTCCTCC 67 



(2) ANGABEN ZU'SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

( ii) ART DES MOLEECULS : other nucleic adid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID n6 : 8: 
GCGGATCCAA GCTTAGGAGT CTCCAGCAGC TGT 33 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Asp Asp Asp Asp Lys 
1 5 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
Pro Asp Leu Asn Ser 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lAngE: 6 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
Met Pro Asp Leu Asn Ser 
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Fig. 2 



o 




o o o o o o in 

Olooiooino CD 

'-^ CN <N CO CO 



2/8 



wo 97/23615 




PCT/EP9 6/05661 



Fig. 3A 
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Fig. 3B 
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Fig. 4 
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Fig. 5 
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Fig. 6 
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